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组蛋白去甲基化酶JMJD3促进弥漫性大B细胞淋巴瘤细胞的干性

荀敬 1，高瑞芳 2，张琦 1，谭晓华 1 (1. 天津市南开医院 天津市急腹症器官损伤与中西医修复重点实验室，天津

300100；2. 天津市医药科学研究所，天津 300131)

[摘 要] 目的：探讨组蛋白去甲基化酶 JMJD3（jumonji domain-containing protein 3）对弥漫性大B细胞淋巴瘤（diffuse large

B-cell lymphoma，DLBCL）细胞干性的影响。方法：利用TCGA数据库中DLBCL 患者的临床资料，分析 JMJD3的表达水平与

DLBCL患者总生存率的关系。应用脂质体转染方法分别将对照质粒（pCMV）和 JMJD3表达质粒（pCMV-JMJD3）转染到ABC和

GCB亚型DLBCL细胞中，用RT-PCR和qPCR检测转染细胞中 JMJD3、ALDH1、OCT4和SOX2 mRNA表达水平，用流式细胞术检

测细胞中ALDH1酶活性，用Western blotting检测细胞中OCT4和SOX2蛋白的表达水平。通过基因集富集分析法（gene set

enrichment analysis，GSEA）分析高表达 JMJD3的DLBCL患者的基因集富集情况。结果：患者预后分析结果显示，高表达水平的

JMJD3与DLBCL患者的不良预后有关（P<0.05），但多因素分析结果显示 JMJD3的表达水平不是DLBCL患者预后的独立影响因

素（均P>0.05）。pCMV-JMJD3转染后细胞中 JMJD3表达显著增加，同时导致DLBCL细胞中ALDH1 mRNA水平和酶活性以及

OCT4和SOX2 mRNA和蛋白的表达水平均明显升高（P<0.05或P<0.01）。GSEA分析结果显示，高表达 JMJD3的DLBCL患者样

本富集于Wnt/β-catenin信号通路基因集（P<0.05）。结论：JMJD3具有促进DLBCL细胞干性的作用，其可能是DLBCL患者潜在

的治疗靶点。
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Histone demethylase JMJD3 promotes the stemness of diffuse large B cell lymphoma
cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of histone demethylase JMJD3 (jumonji domain-containing protein 3) on the stemness

of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) cells. Methods: The relationship between the expression of JMJD3 and the overall survival

of DLBCL patients was analyzed using the clinical data of DLBCL patients in TCGA database. The control plasmid (pCMV) and

JMJD3 expression plasmid (pCMV-JMJD3) were transfected into DLBCL cells of ABC and GCB subtype via lipofectamine transfection.

Then, the mRNA levels of JMJD3, ALDH1, OCT4 and SOX2 were detected by RT-PCR and qPCR; the activity of ALDH1 enzyme was

detected by Flow cytometry; the protein expressions of OCT4 and SOX2 were detected by Western blotting. Gene enrichment in

DLBCL patients with high JMJD3 expression was analyzed by gene set enrichment analysis (GSEA). Results: The result of prognosis

analysis showed that high expression of JMJD3 was related with poor prognosis in DLBCL patients (P<0.05); however, multivariate

analysis showed that the expression of JMJD3 was not the independent factor affecting the prognosis of DLBCL patients (all P>0.05).

The expression of JMJD3 was remarkably increased in DLBCL cells transfected with pCMV-JMJD3, which led to significantly

increased mRNA level and enzyme activity of ALDH1 as well as up-regulated mRNA and protein expressions of OCT4 and SOX2

(P<0.05 or P<0.01). GSEA analysis showed that enrichment of Wnt/β-catenin signaling pathway related gene set was observed in

DLBCL patients with high JMJD3 expression (P<0.05). Conclusion: JMJD3 promotes the stemness of DLBCL cells, which may be a

potential therapeutic target for DLBCL patients.
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弥漫性大 B 细胞淋巴 瘤（diffuse large B-cell

lymphoma，DLBCL）是非霍奇金淋巴瘤（non-Hodgkin's

lymphoma，NHL）中发病率较高的一种亚型。DLBCL

类型通常分为活化 B 细胞样（activated B-cell like,

ABC）亚型、生发中心B细胞样（germinal center B-cell

like，GCB）亚型和其他不常见亚型[1]。研究[2-4]发现，

表观遗传调控因子参与调控 DLBCL 的发生发展。

组蛋白去甲基化酶JMJD3（jumonji domain-containing

protein 3）通过特异性催化组蛋白H3K27me2/3的去甲

基化水平促进基因表达[5]，JMJD3 在调控细胞的发

育、分化、体细胞重编程和肿瘤进展中发挥重要作

用[6]。本课题组前期的研究[7]发现，JMJD3在DLBCL

组织中异样高表达，提示 JMJD3 在 DLBCL 发生发

展中发挥重要的调控作用。肿瘤干细胞（cancer

stem cell，CSC）具有自我更新、多向分化潜能和致瘤

能力，是肿瘤发生发展的根本原因[8-9]。有研究[10]提

示，JMJD3与维持肿瘤细胞的干性有一定关系，但尚

未见 JMJD3对DLBCL CSC方面的研究报道。因此，

本课题通过检测过表达 JMJD3对DLBCL细胞中干

性相关标志物ALDH1、OCT4、SOX2表达的影响，并

通过基因集富集分析法（gene set enrichment analysis,

GSEA）分析 JMJD3调控DLBCL细胞干性的信号通

路，旨在探索 JMJD3对DLBCL CSC干性的调控作用

及其机制，为治疗 DLBCL 提供理论依据和潜在

靶点。

1 资料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

DLBCL细胞株SU-DHL-2购自中国科学院上海

生命科学研究院，OCI-Ly3、VAL和SU-DHL-4细胞株

由天津医科大学总医院陈军教授惠赠。所有细胞均

在含有 10%胎牛血清的DMEM培养基中，于 37 ℃、

5% CO2细胞培养箱中培养。

RNA 提取试剂 TRIzol 和细胞转染试剂 Lipo‐

fectamineTM 2000 均购自美国 Invitrogen 公司，Opti-

MEM I购自美国Gibco公司，RNA逆转录试剂盒和

qPCR试剂盒购自北京 Transgene公司，BCA蛋白定

量试剂盒购自美国 Thermo 公司，JMJD3、OCT4 和

SOX2抗体均购自美国Abcam公司，β-actin抗体购自

美国 Santa Cruz 公司，辣根过氧化物酶（horseradish

peroxidase, HRP）标记的二抗购自北京中杉金桥生物

技术有限公司，Western blotting（WB）检测试剂盒购

自美国Millipore公司，对照载体 pCMV和 JMJD3表

达质粒pCMV-JMJD3购自美国Addgene公司。

1.2 DLBCL患者 JMJD3表达数据的获取

利用TCGA数据库（http://cancergenome.nih.gov/

publications/publicationguidelines）获取 DLBCL 患者

的信息，分析DLBCL患者 JMJD3的表达水平，根据

其表达水平的中位数将DLBCL患者分为 JMJD3高

表达组和低水平组，然后进行 JMJD3表达及其他病

理参数和患者预后的分析。

1.3 GSEA 分析 JMJD3 调控 DLBCL 细胞干性的信

号通路

利用 GSEA 预测 JMJD3 调控 DLBCL 细胞干性

的信号通路。从 TCGA数据库中下载DLBCL患者

的基因表达数据，所用具体数据来源为 h（h.all.v7.0

symbols）。根据 JMJD3的表达水平，对患者样本进行

由高到低排序，将前 25%样本定义为 JMJD3高表达

组，后25%样本定义为 JMJD3低表达组，再将表达矩

阵和样本分组信息导入到GSEA软件中进行分析。

1.4 细胞转染及分组

将密度为 1×106细胞/孔接种到 12孔板中，随机

分为 2组：对照组（pCMV）和JMJD3过表达组（pCMV-

JMJD3）。按照转染试剂 LipofectamineTM 2000 说明

书的方法，分别将 pCMV 和 pCMV-JMJD3 转染到

ABC 亚型 DLBCL 细胞（OCI-Ly3 和 SU-DHL-2）和

GCB 亚型 DLBCL 细胞（VAL 和 SU-DHL-4）中，48 h

后收集细胞进行后续实验。

1.5 RT-PCR 和 qPCR 检测 DLBCL 细胞中 JMJD3、

ALDH1、OCT4和SOX2 mRNA的表达水平

收集的细胞用TRIzol裂解液提取细胞总RNA，

通过逆转录试剂盒逆转为 cDNA，进一步通过 RT-

PCR和 qPCR检测目的基因表达。引物序列：JMJD3

F 为 5′-TGTTCCCTGTAGCACATCAAG-3′，R 为 5′-

GGTAGAGTGAGTGCGTTTCG-3′；ALDH1 F 为 5′-

GGCAGCCATTTCTTCTCACAT-3′，R 为 5′-CAAGT

CGGCATCAGCTAACAC-3′；OCT4 F 为 5′-GTATTC

AGCCAAACGACCATC-3′，R 为 5′-GCTTCCTCCAC

CCACTTCT-3′；SOX2 F 为 5′-GCCTGGGCGCCGAG

TGGA-3′ ，R 为 5′-GGGCGAGCCGTTCATGTAGGT

CTG-3′；GAPDH F 为 5′-CTGATGCCCCCATGTTC‐

GTC-3′ ，R 为 5′-CACCCTGTTGCTGATGCCAAATT

C-3′。RT-PCR反应条件：95 ℃预变性3 min；95 ℃变

性20 s，58 ℃退火20 s，72 ℃30 s，共35个循环；72 ℃

延伸 10 min。qPCR 反应条件：95 ℃预变性 3 min，

95 ℃变性 30 s，58 ℃退火/延伸 15 s，共 40 个循环。

以GAPDH作为内参基因，RT-PCR和qPCR分别利用

ImageJ软件和2-∆∆Ct法计算mRNA的相对表达水平。
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1.6 流式细胞术检测DLBCL细胞中ALDH1酶活性

收集转染 48 h后的DLBCL细胞，利用Aldefluor

试剂盒测定细胞中ALDH1酶活性。将 2.5×105个细

胞重悬于含有 ALDH1 底物的 Aldefluor 缓冲液中，

37 ℃孵育40 min，同时加入ALDH1活性抑制剂DEAB

作为阴性对照。最后，用FACS-Caliber流式细胞仪在

488 nm激发光下检测细胞中ALDH1活性变化。

1.7 WB检测DLBCL细胞中OCT4和SOX2蛋白的

表达水平

用 PIRA 裂解液提取细胞总蛋白，冰上裂解

30 min后，4 ℃ 12 000×g离心10 min；用BCA蛋白定

量试剂盒对样品进行定量，样品经变性后，经 SDS-

SPGE、转膜，用 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h后加入一

抗OCT4、SOX2（1∶1 000），4 ℃孵育过夜 12 h，加入

HRP标记的二抗（1∶5 000），室温孵育 1 h，最后在曝

光仪中用ECL工作液显色曝光。以β-actin作为内参

蛋白，采用 ImageJ软件评估OCT4和SOX2蛋白的表

达水平。

1.8 统计学处理

RT-PCR、qPCR、流式细胞术、WB等实验均重复

3次。采用 SPSS统计学软件对数据进行统计分析，

利用GraphPad Prism软件绘制图片。正态分布的数

据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t检验；DLBCL患者

不良预后的影响因素采用单因素、多因素方差分析。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 JMJD3的表达与DLBCL患者预后等多种临床

特征的关系

从 TCGA数据库获取41例DLBCL患者JMJD3的

表达数据（图1），依据 JMJD3中位表达值（153 220.18）

分为低表达组20例、高表达组21例。以 JMJD3表达

和患者年龄、性别、肿瘤分期与患者生存期建立

Kaplan-Meier曲线，然后Log rank检验结果（图 1）发

现，JMJD3高表达组患者的总生存（overall survival，

OS）率明显低于 JMJD3低表达组（t=4.239，P<0.05），

即 JMJD3 的表达水平与 DLBCL 患者预后有关；

而患者的年龄、性别、肿瘤分期则与患者预后无关

（t=0.2743、0.3211、0.0041，均P>0.05）。

将DLBCL患者临床特征和 JMJD3表达水平进

行多因素分析，结果显示 JMJD3表达水平（高表达 vs

低表达，HR=0.139，95%CI=0.016~1.229）、年龄（<60

vs ≥60，HR=1.536，95%CI=0.243~9.705）、性别（男性

vs 女性，HR=0.584，95%CI=0.110~3.097）、肿瘤分期

（Ⅰ-Ⅱ vs Ⅲ-Ⅳ，HR=1.045，95%CI=0.127~8.066）均

无关（均P>0.05）。分析结果表明，上述各因素不能

作为DLBCL患者预后的独立影响因素。

A: Survival curve of DLBCL patients of high and low expression of JMJD3; B: Survival curve of age≥60 and <60 DLBCL patients;

C: Survival curve of male and female DLBCL patients; D: Survival curve of DLBCL patients of stage (Ⅰ-Ⅱ) and stage (Ⅲ-Ⅳ)

图1 DLBCL中JMJD3表达水平与患者生存期的分析

Fig.1 Analysis of JMJD3 expression level and survival in DLBCL patients
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2.2 过表达 JMJD3可提高ABC亚型DLBCL细胞中

ALDH1 mRNA的表达水平和酶活性

RT-PCR 检测结果（图 2A）显示 ，OCI-Ly3 和

SU-DHL-2 细胞中转染 pCMV-JMJD3 后，细胞中的

JMJD3 和 ALDH1 mRNA 水平显著高于 pCMV 组

（t=9.380、7.432，10.890、12.80；均P<0.01）。流式细胞

术检测结果（图 2B）显示，pCMV-JMJD3 组细胞中

ALDH1 酶活性显著高于 pCMV组（t=3.416、5.179，

P<0.05或P<0.01）。实验结果表明，过表达 JMJD3显

著提高 ABC 亚型 DLBCL 细胞中 ALDH1 mRNA 的

表达水平和酶活性。

*P<0.05, **P<0.01 vs pCMV group

A: RT-PCR was used to detect the mRNA expressions of JMJD3 and ALDH1 in DLBCL cells;

B: Flow cytometry was used to detect ALDH1 activity in DLBCL cells

图2 过表达JMJD3对ABC亚型DLBCL细胞中ALDH1表达和活性的影响

Fig.2 Effects of JMJD3 overexpression on ALDH1 expression and activity in DLBCL cells of subtype ABC

2.3 过表达 JMJD3可提高GCB亚型DLBCL细胞中

ALDH1 mRNA的表达和酶活性

RT-PCR检测结果（图3A）显示，VAL和SU-DHL-4

细胞中转染 pCMV-JMJD3 后，细胞中的 JMJD3 和

ALDH1 mRNA 水平显著高于 pCMV 组（t=3.699、

8.269，124.9、13.47；均P<0.01）。流式细胞术检测结

果（图3B）显示，pCMV-JMJD3组细胞中ALDH1酶活

性显著高于 pCMV组（t=6.932、5.30，均P<0.01）。实

验结果表明，过表达 JMJD3 显著提高 GCB 亚型

DLBCL细胞中ALDH mRNA的表达水平及酶活性。

*P<0.05, **P<0.01 vs pCMV group

A: RT-PCR was used to detect the mRNA expressions of JMJD3 and ALDH1 in DLBCL cells;

B: Flow cytometry was used to detect ALDH1 activity in DLBCL cells

图3 过表达JMJD3对GCB亚型DLBCL细胞中ALDH1表达和活性的影响

Fig.3 Effects of JMJD3 overexpression on ALDH1 expression and activity in DLBCL cells of subtype GCB

2.4 过表达 JMJD3可提高DLBCL细胞中干性相关

因子OCT4和SOX2的表达水平

qPCR 实验结果（图 4A、C）显示，过表达 JMJD3

后，与对照组比较，OCI-Ly3 和 SU-DHL-4 细胞中

OCT4 和 SOX2 mRNA 表达水平显著升高（t=12.62、

4.343，4.553、3.469；均P<0.01）；WB实验结果（图4B、

D）显示 ，OCI-Ly3 和 SU-DHL-4 细胞中 OCT4 和

SOX2蛋白表达水平显著升高（t=4.783、6.564，15.55、

14.17；均P<0.01）。实验结果表明，过表达 JMJD3显

著提高 DLBCL 细胞中干性相关转录因子 OCT4 和

SOX2的表达水平。

2.5 高表达 JMJD3的DLBCL患者样本富集于Wnt/

β-catenin信号通路基因集

GSEA预测结果（图 5）显示，与低表达 JMJD3的

DLBCL患者比较，高表达 JMJD3患者样本存在Wnt/

β-catenin信号通路相关基因富集（t=1.621，P<0.05）。

结果提示，Wnt/β-catenin 信号通路在 JMJD3 促进

DLBCL细胞干性的过程中发挥重要调控作用。

3 讨 论

CSC是具有自我更新、多向分化潜能及致瘤能

力的细胞亚群，是引起肿瘤发生、进展、复发、转移和

耐药等的根本原因[11-12]。已有研究[13-15]发现，表观遗

传调控因子失调在许多肿瘤中存在并参与调控肿瘤

的发生。因此，从表观遗传角度探索肿瘤的发生具

有重要意义。

JMJD3作为组蛋白去甲基化酶家族重要成员，

参与调控细胞的发育、分化、衰老、炎症反应等过程，

在体细胞重编程中作为负调控因子抑制诱导性多能

干 细 胞（induced pluripotent stem cell，iPSC）的 形

成[16-17]，提示 JMJD3在肿瘤细胞的恶性转化过程中发

挥重要的作用。DLBCL是一种在形态学、遗传学和

免疫表型等方面高度抑制性的疾病。有研究[18]通过

外显子测序显示，JMJD3在DLBCL患者组织中具有
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*P<0.05, **P<0.01 vs pCMV group

A: RT-PCR was used to detect the mRNA expressions of JMJD3 and ALDH1 in DLBCL cells;

B: Flow cytometry was used to detect ALDH1 activity in DLBCL cells

图3 过表达JMJD3对GCB亚型DLBCL细胞中ALDH1表达和活性的影响

Fig.3 Effects of JMJD3 overexpression on ALDH1 expression and activity in DLBCL cells of subtype GCB

2.4 过表达 JMJD3可提高DLBCL细胞中干性相关

因子OCT4和SOX2的表达水平

qPCR 实验结果（图 4A、C）显示，过表达 JMJD3

后，与对照组比较，OCI-Ly3 和 SU-DHL-4 细胞中

OCT4 和 SOX2 mRNA 表达水平显著升高（t=12.62、

4.343，4.553、3.469；均P<0.01）；WB实验结果（图4B、

D）显示 ，OCI-Ly3 和 SU-DHL-4 细胞中 OCT4 和

SOX2蛋白表达水平显著升高（t=4.783、6.564，15.55、

14.17；均P<0.01）。实验结果表明，过表达 JMJD3显

著提高 DLBCL 细胞中干性相关转录因子 OCT4 和

SOX2的表达水平。

2.5 高表达 JMJD3的DLBCL患者样本富集于Wnt/

β-catenin信号通路基因集

GSEA预测结果（图 5）显示，与低表达 JMJD3的

DLBCL患者比较，高表达 JMJD3患者样本存在Wnt/

β-catenin信号通路相关基因富集（t=1.621，P<0.05）。

结果提示，Wnt/β-catenin 信号通路在 JMJD3 促进

DLBCL细胞干性的过程中发挥重要调控作用。

3 讨 论

CSC是具有自我更新、多向分化潜能及致瘤能

力的细胞亚群，是引起肿瘤发生、进展、复发、转移和

耐药等的根本原因[11-12]。已有研究[13-15]发现，表观遗

传调控因子失调在许多肿瘤中存在并参与调控肿瘤

的发生。因此，从表观遗传角度探索肿瘤的发生具

有重要意义。

JMJD3作为组蛋白去甲基化酶家族重要成员，

参与调控细胞的发育、分化、衰老、炎症反应等过程，

在体细胞重编程中作为负调控因子抑制诱导性多能

干 细 胞（induced pluripotent stem cell，iPSC）的 形

成[16-17]，提示 JMJD3在肿瘤细胞的恶性转化过程中发

挥重要的作用。DLBCL是一种在形态学、遗传学和

免疫表型等方面高度抑制性的疾病。有研究[18]通过

外显子测序显示，JMJD3在DLBCL患者组织中具有
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较高的突变率，用 cBioPortal 在线软件分析也发现

JMJD3 在 DLBCL 肿瘤中发生错义突变（E221D，

V209L）；而且，已有研究[7]发现 JMJD3在DLBCL组

织中异常高表达。因此，研究 JMJD3对DLBCL发生

发展的影响，对于寻找DLBCL治疗新的靶点具有十

分重要的意义。

**P<0.01 vs pCMV group

图4 过表达JMJD3对DLBCL细胞中OCT4和SOX2 mRNA（（A、、C））和蛋白（（B、、D））表达水平的影响

Fig.4 Effects of JMJD3 overexpression on mRNA (A, C) and protein (B, D) expressions of OCT4 and SOX2 in DLBCL cells

图5 JMJD3不同表达水平DLBCL患者的基因富集情况

Fig.5 Gene enrichment in DLBCL patients with different

expression levels of JMJD3

本研究对TCGA数据库中DLBCL患者进行单因

素分析发现，高表达水平的JMJD3与DLBCL患者的不

良预后相关；多因素分析结果显示，JMJD3的表达水平

不是DLBCL患者预后的独立影响因素。提示 JMJD3

在DLBCL的发生发展过程中具有重要的调控作用。

多项研究发现，JMJD3具有促进肿瘤进展的作用。JMJD3

通过上调Slug促进肝癌的侵袭、转移和干细胞样特性[19]；

JMJD3可以降低GCB亚型DLBCL细胞的化疗敏感

性[20]。本研究结果发现，JMJD3的高表达有助于DLBCL

肿瘤细胞干性的维持。本研究通过在多种DLBCL细

胞中过表达 JMJD3来验证上述发现，结果显示过表达

JMJD3促进ABC和GCB亚型DLBCL细胞的干细胞样

特性：干细胞标志物ALDH1的表达和活性增强，干性

相关转录因子OCT4和SOX2表达显著增加。因此，本

研究表明 JMJD3在DLBCL发生过程中发挥促肿瘤

作用。

此外，研究[21]发现 JMJD3调控一些关键信号通

路。如 JMJD3与 β-catenin相互作用并增强 β-catenin

启动子活性，促进胚胎干细胞的分化。本研究通过

GSEA 预测 JMJD3 调控 DLBCL 细胞干性的信号通

路，结果显示高表达 JMJD3的DLBCL患者的基因集

富集在Wnt/β-catenin信号通路基因集中。目前认为，

Wnt/β-catenin信号对肿瘤的发生发展至关重要，具有

诱导和维持肿瘤细胞干性的作用[22-24]。因此提示，

Wnt/β -catenin信号通路可能参与调控 JMJD3 对

DLBCL细胞干性的促进作用。

综上所述，本研究发现 JMJD3能够促进DLBCL

细胞的干性：增加ALDH1的表达和活性以及干性相

关转录因子OCT4和 SOX2的表达；Wnt/β-catenin信

号通路可能参与 JMJD3促进DLBCL细胞干性的调
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控作用。本研究结果将为DLBCL的治疗提供新靶

点的实验依据。
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